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(57) Abstract 

The invention relates to a device and method for examining cells using the patch-clamp method. To this end, a fiat arrangement of 
a first amount of micro cuvettes is provided for accommodating cells. In addition, a two-dimensional arrangement of a second amount of 
micro pipettes is provided for the application and can be positioned relative to the two-dimensional arrangement of the micro cuvettes in 
such a way that a plurality of cells located in the micro cuvettes can be simultaneously examined. 

(57) Zusammenfassung 

Beschrieben werden eine Vorrichtung und ein Verfahren zur Zelluntersuchung mittels der Patch Clamp-Methode. Dabei kommt eine 
flachige Anordnung einer ersten Anzahl von Mikrokuvetten zur Aufnahme von Zellen und eine flachige Anordnung einer zweiten Anzahl 
von Mikropipetten zum Einsatz, die relativ zur flachigen Anordnung der Mikrokuvetten derart positionierbar ist, daG eine Vielzahl von in 
den Mikrokuvetten befindlichcr Zellen gleichzeitig untersuchbar sind. 
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Zur Zeliuntersuchung mittels cer Patch CI amp - 
Methcde besz inuntie Vcrrichtung una Verfahren 



Beschre i b u n g 

Technisches Gebiet 

Die Er fir. dung bezieht sich auf eine zur Zeliur.ter- 
suchur.g -itteis der Patch Clamp-Methode bestimmte 
Vcrr ichtung sowie auf ein cazu best indices Verfahren. 
Weiterhir. ist Gegenstand der Erfindung die Verwendung 
einer an sich bekannten bekannten Vorrichtung zur 
He s sung bioelektrischer Signale zur Zelluntersuchung . 

Stand der Technik 

Die Patch Clarr.p-Methode ist ein Verfahren, un bio- 
elektrische Signale, namentlich das elektrische Po- 
tential izi Innern einer Zelle und den curch ionische 
Transportprozesse, die scg . Ionenkanale zustandekom- 
menden Stron curch eine ZsllmeirJoran zu messer. . 

Mit dieses Verfahren ist es moglich, den Strom curch 
eine Zeliruembran sogar separat fur einen spezifischen 
Icnenkanai zu messen und dadurch Erkenntnisse uber 
die Funkt ionsweise der Zelimembran zu gewinnen . Mes- 
sungen mithilfe cer Patch Clamp-Me thode werden in der 
Neurowi s sens z'r.a tz vorgenorrunen , urn die Wirkung von 
Pharmaka und Chemctherapeut i ka auf die Akzivi-at von 
Icnenkanclen zu erforschen. 
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Vorrichzunger. zur Me s sung bioelekt rischer Signale 
sine aus der LZ 53 05 80S Al sowie den US-Psen 4 599 
315, 52 29 163 una 5 643 742 bekannt. 

Aus cer Patch Clamp-Methode wurden verschiedene Vari- 
anten enzwickeit, uiu die elektrische Leitf uhigkeit in 
einzeinen Memfcr anabschnitren zu be sz inane n . Fur die 
Untersuchung wird die Membran einer Zelle, ublicher- 
weise einer Nervenzelie, mit einer ais Mikropipette 
dienenden Giaskapiiiare anzusaugt una je nach Varian- 
ce auch durchstofien, urn das intrazeilulare Potential 
von typischerweise 1 - 500 pia V ruit einer in der 
Giaskapiiiare bef indiichen Elektrode gegenuber einer 
Ref erenzeiektrode zu messen. Dabei ist die Zeiie me- 
chanise:: fest rr.it der Mikropipette verbunden una 
stent uber ihre Membran ruit der umgebenden Lcsung in 
Kontakt . 

Geir.afi einer anderen Variance wird ein angesaugrer 
Teil einer Zelimembran von der Zeiie abgetrennt, uiu 
dann die leitf ahigkeit dieses Membrans tucks (patch) 
zu ermittein. Bezugl ich der Art der Membranabzrennung 
sind verschiedene Varianten geiaufig, uiu das Membran- 
s tuck fur die nachf olgenden Messungen in beiderlei 
Orient ierungen (inside-out patch bzw. outside-ouz 
patch) an der Mikropipette zu befestigen. 

Die Mess una des Potentials innerhalb der Zeiie bzw. 
die Messunc vzn Strbmen durch die Zeilmembran hin- 
durch erfolgt nit Hilfe von Mikrceie ktroden, die sich 
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innerhaib der Mikropipecte befinden konnen ocer mit 
bekannren Verfahren wie der Dunnschizhttechnik auf 
Subszraren hergestellt .werden, auf dener. die zu un- 
tersuchenden Neuronen pos i tioniert we r den mussen. 

Obwohl die Patch Ciamp-Methode sich seit ihrer Ein- 
fiihrung in der Neurowisser.schaf t zu eir.er Routir.emes- 
sung in neurobiologischen Labors entwickei t hat, ist 
sie me&technisch aufierst anspruchsvcl i una erfordert 
bislang noch eine mikroskopische Kontroiie ces Ein- 
griffs an der :u untersuchenden Zeile. Nachteilig ist 
dabei vor ailem, dali dieses Verfahren fur der. Umgang 
nit der einzeinen Nervenzelle ein erhebliches Ge- 
schick und Feingefuhl sei tens des Operateurs voraus- 
setzt; so muss en die Neurcnen beispielsweise auf ei- 
nem Substrat aufgesucht we r den und gegebenenf alls 
auch unzuittelbar an Mikroelektroden an der Substrato- 
berflache positionier z werden, urn die er f order 1 ichen 
Messungen durchfuhren zu konnen. 

Infolge des manueilen Umgang s mit der einzeinen Zelie 
ist die Patch Clamp-Methode bislang rr.it eine~ erheb- 
lichen Zeitaufwand verbunden, Insbesondere bei der 
Untersuchung einer Vieizahl vcn Zellen isz dieser 
Nachteil urn so gravierender , da die Zellen nach ihrer 
Isolierung vom Gewebe raumlich beliebig verteilt sind 
und aus diesem Grunde nur nacheinander aufgesucht, 
plaziert und untersucht werden konnen. 
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Darstellung der Erfindung 

Der Erfindung liegt daher die Aufgabe rugrur.de, eine 
Vorrichtung sowie ein Verfahren anzugeben, -it aenen 
mit der Pater. Ciarr.p-Methode eine Vielzahl vcr. teller, 
gieichzeitig zu unterauchz, die Untersuuhurr der Zel- 
ien zu autonatisiert una so auf die bislang erfcrder- 
liche mikroskopische Kontroile verzichtet warden 
kann . Earner soil die Untersuchur.g einer Vielzahl vor. 
Zeiler: auf kleirsren Rauin ermogiicht urd schlie.:lich 
der fur c;e Patch Cianp-Messung notice Zeitaufwand 
drasttsch niini~iert warden . 

Eine e r f i n c u n g s c e r . i 3 e Losung dieser Aufgabe zsz fur 
die Vorrichtung in Anspruch 1 und fur das Verfahren 
in Anspruch 5 angeceben. 

Weiterbildur.cen der Erfindung sind Geger.s t ar.d cer ab- 
hangigen Anspruche . 

Die Aufgabe wire erf indungsgenafi geiost cur::, eine 
Vorrichtung rr.it einer flachigen Anordrung e::.e: er- 
scen Anzahi von Mikrokuvetten zur Aufnahme von Zeilen 
una rr.ir airier flachigen. Anordnung einer Zuelzer. Ar.- 
zahi von Mi kropipe t ten, die relativ zur flachigen An- 
ordnung der MikrckUvetten pesiticnierbar isr , ur. eine 
Vielzahl in den Mikrokuvecten befindiicher Zelien 
gieichzeitig zu untersuchen . Die Me s sung der bicelek- 
trischen Signaie erfolgt dabei mittels der Patch 
Ciamp-Methode . 
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lie Auf trade wird er f indungsge.~af} ferner durch ein 
Verfahren gelrs:, wcnach eine Vieliahl v:r. Zeilen ar.- 
gecrdne: wira und xizreis eir.er Yielzahi vcr. Mikrrpi- 
perter. eine Vieirahl angecrdneter Zellen cieichzeiric 
untereucht wird. 

Durch die syszema tische raumiiche Anerdnung 5 owe hi 
der zur Auf r.ahrr.e der Zeiien besriruzten Hikrc ::uve:: en 
als auch der Mikrcpicetten wird es erstmais -cgiich, 
die Fa:::. Cia~p->ie thode :u auzcrr.azisiere.n und auf 
diese Weiss :ei~- ur.d k:>s tensparend durchzuf uhren . 
Die zu un :ers u che r.den Neuronen warden von einer fia- 
chigen Ancrdnung ven Mikrckiivetten - in der Regal ein 
Substra: ~Lz gle ich~.a3ig vermeil: en Vertiefungen in 
seiner Cberfiache - auf genoznmen und so auf exakt be- 
stiuiiriaren Posiuicnen gehaiten. line fiachige Ar.crc- 
nung ven Mikrcpipetten eriucglicht bei genauer ?csi- 
tionierung gegenuber der Anordnung car in den Mikro- 
kuvetter. befindiichen Zeiien die gleichzei tige Durch- 
fuhrung einer Vieizahi von Zin zei-essuncen, die bis- 
lang nacheinander und bei gleichzeitiger Beobach- 

tung durch ein Mikrcskep curchcefuhrt we r den konnten. 
Die Mikropipezzen bzw. Mikrokiivet ten kdnnen auf den 
entsprerhenden Fiachen auf engsten. Rauni angeordnet 
we r den und emdgiichen so den Bau sehr korr.pakzer Mefl- 
vcrrichzuncen . Die Kuveccen und Fiperzer; warden auf 
den daf'Lir vcrgesehenen Fiachen vcr rugsweise regeima- 
!iig verzeilz, d.h. sie bilden bei fester?, gegenseiti- 
gem Abszand ur.zer einander ein gle i rh-afl 1 zes ?.as:er . 
Tie cer.aue Geszaiz der ?.as:er wird sich m der Praxis 
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an Gr z.:e und rcrm der Mi kropipe tier. c:w. der Mikrokii- 
vetter. zrienzieren. 

Eine erf ir.dungsgemaft bevorzugte Ausf iihrur.es f orm der 
Vorrichzung sieht vor , daft die flachige Anordnung ven 
Mikrckuvetten ein der f lachigen Anordnung von Mikro- 
pipetzer. angepafites, aber in mindestens eir.er Rich- 
tung kleineres Rastermail besitzt und dali die Anord- 
nung ven Mikroktivetten und die Anordnung von Mikrcpi- 
petzen reiativ zueinander seitlich versetzbar sind, 
urn wiezerhciz eine Vielzahi ven Zelien gleichzeitig 
zu untersuchen. . 

Im einfachszen Fail einer regelmaMgen Anordnung ent- 
sprichz der Abstand benachbarter Mikroktivetten einem 
ganzzahliger. Bruchteil des Abstandes benachbarter, 
gegenuber den Mikrokuvetten grdfierer Mikropipetten, 
wodurch eine wesentlich erhohte Zahi von Zelien 
gleichzeitig auf genoirmen we r den kann als bei einer 
Anordnung gieich vieier Kuvetten wie Piperzen . Die 
Anzahi gleichzeitiger Messungen ist nur noch curch 
die Grz.:e der Mikropipetten bzw. durch die fur sie 
vorgesehene r lachengrolie begrenzt . Zur Unzersuchung 
samtiicher in den Mikroktivetten befindlicher Zelien 
sieht die entsprechende Ausf uhrungsform des Ver f ah- 
rens vor, da5 die Vielzahi von Mikropipetten reiativ 
zu einer Anordnung von Zelien versetzt wird und wie- 
derhoiz eine Vielzahi angeordneter Zelien unzersucht 
wird. Auf diese Weise kann die er f indungsgerr l a:'ie Viei- 
fachir.es sung :r. kurzen Zei tabs tanden viederholz wer- 
den , chne da 5 es ernes zwischenzei tlicher. Auszausches 
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der Zellen beciar f . Dies fuhrt zu einer weiteren Stei- 
gerung der Durchsat zzahlen . 

Eine weitere Ausf uhrungsform der Erfindung sieht ei- 
nen Mikromc tcr zum Posicionieren und/oder zum Verset- 
zen der Anordnung von Mikrokuvetten und der Anordnung 
von Mikropipetten relativ zueinander vor. Der Mikro- 
motor zum Absenken der Mikropipettenanordnung auf die 
Mikrokuvettenanordnung und zum seiclicher. Verfahren 
beider gegeneinander gewahrieis tet mithilfe der heu- 
tiger. Feinmechanik und Mi kro techno log ie den punkt- 
genauen Kontakt von Neuronen und Piperten, wodurch 
die vorgestell te Erfindung die ers:rp.aiice Uncersu- 
chung einer Vielzahl von Zellen ermoglicht . Dabei 
kann die Pipettenanordnung oder auch die Kuvettenan- 
ordnung durch den Mikromotor verfahren warden. 

Eine weitere Ausf Uhrungsform der Erfindur.g sieht eine 
Zellzuf uhreinrichtung und/oder eine Spuleinrichtung 
zum Entfernen von Zellen vor. Dies fuhrt zu einer 
weiteren Automatisierung der Messungen und damit zu 
einer weiteren Zeitersparnis insbesondere im Faile 
einer Vielf achmessung, die die Auf nahmekapazitat der 
Kuvettenansammlung ubersteigt. 

Eine weitere Ausf uhrungsform der Erfindung sieht ei- 
nen Filter auf der Ruckseite der Anordnung der Mikro- 
kuvetten vor. Da die zu untersuchenden Zellen von der 
der Pipettenanordnung zugewandzen Seice aus in die 
Mikrokuvetten eingebracht werden und die MikrokUvet- 
ten vorzugsweise in Richtung der Pipetten konisch 
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aufgeweitet sein konnen, um die Zeilen sicher aufzu- 
nehiner., empfiehlt sich eine Spulung der Kuveztenan- 
ordnung von der Ruckseite her. In diesem Fall ist ein 
Filter vorteilhaft, um ein Verstopfen der Mikrckiivet- 
ten curch kleine Partikel zu verhindern. 

Darstellung der Erfindung 

Die Erfindung wird nachstehend chne 5escr.rar.kung des 
allger.emen Erf indungsgedankens anhand von Ausflih- 
rungsbeispielen unrer Bezugnahme auf die Zeichnur.ger. 
exempiarisch beschrieben, auf die im ubriger. hin- 
sichtlich der Cffenbarung aller im Text r.ichr naher 
erlaurerten erf indungsgemaiien Einzeihei*en ausdruck- 
lich verwiesen wird. Es zeigen: 

Figur 1 einen Querschnitt durch eine er f indungsge- 
iriaBen Vcrrichtung wahrend der rater. C lamp- 
Messung, 

Figur 2 eine vergrcSer re Detaiiansichr aus Figur 1/ 

Figur 3 einen Querschnitt einer erf indungsgemafier. 
Aus fiihrungs form der Vorrichtur.g, una 

Figur 4 eine perspektivische Ansichi der er f in- 

dungsgemaflen Anordnungen von Mikrckuvetten 
und Mikropipetten . 



Darstellung von Ausf uhrungsbeispielen 

Die Figuren I una 2 zeigen schemat isch eine erfin- 

dungsgemafie Vcrrichtung wahrend der Patch Clamp- 
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Messung . line Mikroktivet tenanordnung 1 weist eine 
Vieizahl im Raster angecrdneter Mi krckuvet ten :ur 
Aufnahme einer Vieizahl von Zellen 2 auf. Einige der 
Zellsn werden von einer Mikropipettenar.ordnung 3 be- 
ruhrt bzw. von den Mikrcpipetten angesaugt . Miz die- 
ser Anordnung von n x n Pipetten konnen n r Messu-ger. 
gleichzei tig durchgefiihrt werden. 

Figur 3 zeigt eine Aus f uhrungs form der er f indungsge- 
xnafier. Vorrichtung mi t einem unterhaib der Mikrckiivet- 
ten befindiichen Filter 4", gieicht anscr.sten der Fi- 
gur 1 . 

Die r auiuiiche Anordnung der Mikrokuvettenanordr.ung 
(MKA; una der Mikropipetter.anordnung (M?A) ist in Fi- 
gur 4 dargestellt. Die MP A befindet sich ilber der 
MKA, wobei die spitz zulauf enden Offnungen der Mikrc- 
pipetten der MKA zugewandt sind. Die M?A kann durch 
einen nicht abgebildeten Mikromotor relativ zur MKA 
verfahren werden. 

Fur eine ungefahre Einschatzung der typischen Abmes- 
sungen der er f indungsgemafien Vorr ichtur.g werden nach- 
stehend ohne jegliche Beschrankung der Allgemeinheit 
einige exempiarische Zahlenangaben genannt: 

Auf der Mikrokuvettenanordnung von der Grofle eines 
Quadrat zenti^eters be f inden sich auf einer Flache von 
8x8 mm- enziang jeder Richtung des quadra tischen 
Rasters 160 Kuvetten una somit insgesaxt 25600 Kiivet- 
ten i~ geger.f e i z igen Abstand von 50 um. Die Mikropi- 
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pettenanordnung weist auf einer Fiache von mindes tens 
2x2 mm- 15 in quadrat ischen Raster angeordnete Mi- 
krcpipetten (Nozzles) mit einem gegenseit igen Abstand 
von 400 um auf. Das Rastermafl der Mikropipettenanord- 
nung entspricht hier also dem achtfachen RasteriuaJi 
der Mikrokuvettenanordnung ♦ Um alle in der MKA be- 
findlichen Zellen zu untersuchen, kann die M?A in 
beiden Richzungen parallel zum MKA in 40 Schritten 
verfahren una darait in ir.sgesamt 1600 unterschiedii- 
che Positioner, cebracht werden. 

Mikrokuvettenanordnung sowie Mikropipettenanordnung 
werden mithiife 1 ithogr aphis cher Methoden der Haib- 
leitertechnik/ die Eiektroden der M?A in Dunnfiim- 
technik gefertigt. 

Mikromechanische Strukturen dienen zur Justierung des 
Motors; die Kcmponenten werden f e i nine chani sen una mi- 
krotechnis ch verbunden. 

Ein Mikroprczessor steuert die Mikroaktoren una er- 
falit die anfailenden Mefldaten, die dann elektrcnisch 
ausgewertet werden. 

Mit der er f indungsgemafien Vorrichtung und dem be- 
schriebenen Verfahren konnen (derzeit) bereits einige 
Tausend Messungen in wenigen Minuter- durchgefuhrt 
werden . 
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Patentanspruche 

1. Vorrichtung zur Zelluntersuchung mitteis der 
Patch Ciamp-Methotie mit 

einer f lachigen Anordnung einer erster. Anzahl 
vcn Mi krokuve titer: (1) zur Aufnahme vcr. Zellen 
(2), und 

einer f lachigen Ar.ordnung einer zveiten Anzahl 
von Mikropipester. (3) r die reiativ zur f lachi- 
gen Anordnung der Mikrckuve t ten cerar: posi- 
tionierbar ist, daft eine Vielzahl von in den 
Mikrokiivetten befindlicher Zellen gleizhzeitig 
untersuchbar ist . 

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet, dafi die flachige Anord- 
nung von Mikrokiivezzer. ein der f lachigen Anord- 
nung von Mikropipetzen angepafites, aber in mir.de- 
stens einer Richtung kleineres Rastermafi besitzt 
und dafi die Anordnung von Mikrokiivetten und die 
Anordnung von Mi kropipetten reiativ zueinander 
seitlich versetzbar sind, urn wiederholt eine 
Vielzahl von Zellen gleichzeitig zu untersuchen. 



3. Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, 

geJcennzeichnet durch einen Mikrcmotor zur. Posi- 
tionieren und/oder zu.-n Versetzen der Anordnung 
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von Mikrokuvet ren und der Anordnur.g vcr. Kikrepi- 
petzer. reiativ zueinander. 

4. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
gekennzeichnet durch eine Zelizuf uhreinrichrung 
und/oder eine Spuieinrichtung zum Entferr.er. von 
Zel len . 

5. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
gekennzeichnet durch sin en Filter ; 4 ; auf der 
Riickseite der Ancrdnung der Mi krokuver ren . 

6. Zur Zelluntersuchung mi tteis der Patch Clarzp- 
Methode bes t ir.rr.res Yer fahren, won a en eine Viel- 
zahi von Zellen ( 2 ) angeordnet wire una mizhilfe 
einer Vielzahl von Mikropipetten (3) eine Viei- 
zahl angeordneter Zellen gleichzeitig ur.rersucht 
wird. 

7. Verfahren nach Anspruch £, 

dadurch gekennzeichnet, daft die Vielzahl vzn Mi- 
kropipetten reiativ zu einer Anordnung vzn Zellen 
verset zt wird una wiederholt eine Vielzahl ange- 
ordneter Zellen untersucht wird. 

3. Verwendung einer Vorrichtung zur Zeiluncersuchung 
mittels der Patch C lamp -Me t node , die 

eine fiachige Anordnung einer erszen Anzahl 
von Mikrokuvetzen (!) zur Aufnahme vzn Zellen 
(2) und 
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eine flachige Anordnung einer zweiten Anzahl 
vcn Mikropipetten (3) aufweist, die relativ 
zur flacr.igen Anordnung der Mikrokiivetten der- 
art posicionierbar ist, daft eine Vielzahl von 
in den Mikrokiivetten befindlicher Zellen 
gleichzeitig untersuchbar ist. 
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